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を持つ ことを明 らかに した。高塚 らは、本菌のLDCを 精製 し、'それが基質特異性が高い一般のア
ミノ酸脱炭酸 酵素 と異な り、 リジンだけでな くオルニチ ンも同程度 に認識す る特性 を有す ること
を見 出 した(Fig.2、)。さらに、本酵素遣伝子 を取得 して構造解析を行い}(1)一次および高次構
造が真核生物のODCと 高い相同性を持つことを見出 し、(2)本酵素の基質特異性に寄与する5ア
ミノ酸残基 を同定 した。興 味深 いことに、本LDC活 性は、菌体生育の定常期初期 に急激に消失
し、 これがLDCタ ンパク質 の分解 による ことが明 らか にされた。細菌で はタンパク質の積極的
な分解 によ り酵素量を調節す る機構の研究例は、大腸菌やサルモネラ菌のRNAポ リメラーゼのσ
因子 σHお よび σsやヘム合成系の酵素の他、数種類 につ いて特異的なプロテアーゼ を介 した制御
機構が報告 されているのみであ り、S,mmfnan亡fαmLDCの分解制御に原核細胞 にお いて新規の
発見が期待 された。・
本博士論文では、本LDCの 分解にはATP依 存性プ ロテアーゼが関与す ること、LDCに 結合
す るタンパ ク質(P22)が分解促進因子 として作用す ることを見出した。さらにP22遺 伝子 のクロ
ー ン化 を行い、P22の諸性質を明らかにすることで、P22を介したLDC分解制御機構 を解明 した。1
第1章LDC分 解 促 進 因 子 の 探 索 お よ び 同 定
まずは じめにS.r㎜ ∬ηanロ㎜ の細胞質画分を用いた 加v:f怠oLDC分解活性測定系を確立し、
LDCの 分解 に関与す るプロテ アーゼの諸性質を検討 した結果 、分解にはATP依 存性 プロテアー
ゼが関与す ることが判明 した(Table1)。さらに、 プロテアーゼ活性を調べて いる際 にカダベ リ
ンを培地 に添加 して も菌体内LDCの 分解速度に変化 は見 られないが、プ トレシンを添加す ると、
見か けの半減期 が10分 以上短縮する事実 を見出 した(Fig.3A)。この現象は、ポ リアミン誘導
性 の調節因子であるアンチザイム(分 子量26.5k)を介 したODCの 発現制御機構 を持つ真核生
物でのみ確認されてお り、本酵素の発現制御機構が動物細胞のODCに おける機構 と類似 している
ことが示 唆された。アンチザイム はODCと 複合体 を形成することから、LDCを リガン ドとした
アフィニティーカラムを作製 しプ トレシン存在下で生育 させた本菌の細胞質画分を供した結果、25
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kDaと22kDaのLDCに 特異的に結合するタンパク質を検出した(Fig.3B)。このうち22kDa
に検 出されたタ ンパク質(P22)は、プ トレシンの添加 によ り発現量が20倍 に誘導 された。P22
自身 にはU)C分 解活性がなかったが、加vf鎚o分解活性測定系に添加 するとU)Cの 分解 を大
きく促進 した ことか ら、本タ ンパ ク質がLDCの 分解 を促進す る制御 因子である ことが明 らか に
なった(Fig.3C)。P22のこのよ うな特徴は、動物細胞 におけるODC分 解促進因子 アンチザイ
ム と類似 していたが、N末 端30ア ミノ酸残基 の配列において両者に相同性は全 く認め られ ず、
本タンパ ク質が新規のタ ンパク質である ことが示唆 された。
第2章P22遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ お よ び 一 次 構 造 解 析
決定 したN末 端アミノ酸配列を基 にP22遺伝子(ρ2幻 のクローニングを行った。P22のN末
端 ア ミノ酸配列 をもとにオ リゴヌク レオチ ドをプロー ブに して、S几m:血aη廿ロmの ゲ ノム ライ
ブラリーか らコロニーハイブリダイゼーションにより、P22遺伝子 の一部を含む967bpの 鳶 ∬
断 片を得 た。さらに、イ ンバースPCRに よりP22遺 伝子 の上流および下流を含む、EcoR【ま
た はHfndIII断片、6041bpと4050bpを得、最終的に9.5kbpの塩基配列 を決定 した(Fig.4A、
B)。P22の全長179ア ミノ酸残基 について相同性検索 を行 った結果、原核生物の リポ ソーム タ
ンパク質Lloと 約65%の 相同性があることが判明 した(Fig.4c)。P22遺伝子の周辺領域 はクラ
ス ター を組んで おり、 この クラスターの並び方(L11-L1」L10-L7/12)は原核 生物に広 く存 在す
る ことか ら、P22は ε ㎜ ㎞an亡fumでリポソームタンパク質 として機能していることが示唆 さ
れ た 。p22の 上流 に はtranscripdonantiterminationproteinであ るNusG、 下 流 に は
multidr㎎resistanceproteinであ るNorM、AidB調節 因子 であるAbrBお よび シャペ ロンタ
ンパク質HtpGと 相同性 を示すORFが 存在 していた。
第3章 ρ22遺伝 子 産 物 の 解 析
P22の諸性質 を明 らかにするためにp22遺 伝子産物の解析を行った。精製 したP22のLDC分
解促進活性を調ぺた結果、LDC分 解はP22存 在下で促進され、抗P22抗 体の添加 によ りLDCの
分解は完全 に阻害された(Fig.5A)。よって、P22はLDc分 解促進因子である ことが明 らか とな
った。 また非常に興味深 い ことに、反応系に真核生物 のODC調 節因子であるAZを 添加 した結
果、LDCの分解は促進 された ことか ら、AZはP22と同様にLDC分 解促進活性を有 してお り、P22
とAZの 作用機構は類似 していることが示唆された。
そ こでODC分 解系におけるLDCの 分解 を解析 した。その結果、LDCの 分解 にはAZま たは
P22のどち らかが必要だった ことか ら、ODC分 解系において5,r㎝ 加aη亡f㎜LDCはAZま た
はP22依 存的にプロテアソームによ って分解 される ことが明 らか となった(Fig・5B)・次 にLDC
分解系およびODC分 解系 にお けるP22のODC分 解への関与を調べた結果、P22はLDC分解 系、
oDc分 解 系のどちらにお いてもoDcの 分解を促進 した(Fig.5C)。さらに、AzはLDc分 解系
においてODCの 分解も促進す ることが明 らかとなった。
P22およびAZとLDC間 の相互作用 を解析 した結果、P22およびAZとLDC間 の解離定数は
それぞれ8.5x10.11Mおよび10.8耳10『11Mであった(Table2)。塩基性部位 を変異 させたLDC
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はP22お よびAZと の結合がみられなか った。よって、LDCと22-kDaタ ンパク質の結合にも
塩基性部位が重要であることが明らかとなった。さ らに、P22およびAZはLDC活 性 を阻害す る
ことか ら(Fig,5D)、P22およびAZはLDC単 量体 と非常に強 く結合 し、LDC活性 を阻害 してい
ることが示唆され斥。以上の結果か ら示されたP22の 特徴は真核生物 におけるAZの 特徴 と一致
してお り、P22とAZは機能的に同一であることを明らかにした。






減少と一致 していた。これ らの結果から、P22はプトレシンまたは他のポ リアミンにより定常期
初期に誘導され、LDCとともに分解さ紅ていることが示唆された。動物細胞ではポリアミンによ
りAZmRNAの フレームシフ トが促進されAZが 誘導 される。しかし、P22遺伝子にはフ レーム
















1、LDCと 相互作用する25kDaお よび22kDaの タンパク質を検 出 し、このうち22kDaの
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KA(1/M)1.18x10" N.D. 2.04x10斜 N.D.


























































































論 文 審 査 結 果 要 旨
ヒツ ジのルー メン内か ら単離 され た グラム陰性 の偏性嫌気性細菌38z8ηo脚ηo∫rμ履瓶漉 屍陶のペ プチ
ドグ リカ ンには,ジ ア ミンの一種 であるカダベ リンが共有結合 してお り,外 膜の安定化 な らびに細胞
分裂 に重要 な役割 を演 じてい る。カダベ リンを合成す る リジン脱 炭酸酵素(LDC)は,一 般 に酸性条
件 や リジ ンによる誘導酵素 と して知 られて いたが,本 菌 のLDCは 構成 的な酵素 であ り,分 子 量な ど
の物理化学 的性 質 も既知 のLDCと は異な ってい る。 さらに,本 酵 素は リジ ンだ けでな くオル ニチ ン
も基質 と して認識 し,プ トレシ ンを生成す る機能 も有 してお り,現 在報 告 されてい るア ミノ酸脱炭酸
酵 素の中では2つ のア ミノ酸に 同程度 に作用す る唯一 の酵素で ある。 これ らの特徴か ら,本LDSは 他
の細 菌の もの とは進化 的な起源 が異な る新規 の酵素で あるこ とが期待 されてい た。
本研 究において,本研 究者は以下 の事項 を明 らか に した。(1)fηv伽oLDC分解活 性測定系 を構築 し,
LDCの分解 に はArp依存性 のセ リンプ ロテアーゼ が関与す る ことを明 らかに した。(2)LDCと相互
作 用す る25kDaおよび22kDaのタンパ ク質 を検 出 し,22kDaのタンパ ク質(P22)はプ トレシ ンに よ
り約20倍 誘導 され る こ とを見出 した。(3)P22はLDcを分解 しないがLDc分 解 系 にお け るArP依
存 的なLDC分 解 に必須 の分解 促進因子で あるこ とを見出 した。(4)P22の遺伝子 お よび周辺領 域 を含
む8.5kbをク ロー ン化 し塩基 配列 を決 定 した。遺伝 子か ら推定 され たP22の全長179ア ミノ酸残基 に
つ いて相 同検 索 を行 った結果,原 核 生物 の50SribosomalproteinL10と約65%の 相 同性 が あるこ とを
明 らか に した。 さらに,P22遺伝子 の周辺領域 は リボ ソー ムタ ンパ ク質 とクラス ター を組ん でお り,
この クラス ターの並び方 は原核生物 に広 く存在 す るこ とか ら,P22は&膨履ηαη伽配 で リボ ソーム タン
パ ク質 と して機能 してい ることが示唆 され た。(5)P22の諸性 質 を解 析 した結果,LDC分 解はP22存
在 下で促 進 され,抗P22抗 体 の添加 に よ り完全 に阻害 され た こ と,反 応 系に真核生物 のODC調 節 因
子 ア ンチザイ ム(AZ)を 添加 す る とLDCの 分解 は促 進 され た こ と,ODC分 解系 におけ るLDCの 分
解 にはAZま たはP22の どち らか が必 要だ った こ と,P22はLDC分解系,ODC分 解 系の どち らにお
い て もODCの 分解 を促進 し,AZはLDC分 解 系 にお いてODCの 分 解 も促 進す るこ と,LDCとP22
の結合 には塩 基 性部位が重要 であ ること,さ らに,P22およびAZはLDC活 惟 を阻害す るこ とか ら,
P22の特徴 は真核 生物 にお けるAZの 特徴 と一致 してお り,P22とAZは機能的 に同一で あるこ とを明
らかに した。(6)菌体 の生育に伴 うP22の発 現調節 につ いて,タ ンパ ク質量 の変 動 をWbstemblotting
に よ り解析 し,P22はプ トレシ ンまたは他 のポ リア ミンに よ り定常期 初期に誘導 され,LDCと ともに
分解 され てい るこ とが示唆 され た。
以 上の よ うに本研 究は,3.rμ履ηoη加 配LDCに 作用 す る分解 促進 因子P22の遺伝 子 の構 造及び 諸性
質 を解 明 し,本LDCの 発現調節 機構 の一端 を明 らかに した もので あ り,審 査員一 同は,本 研究者 に
博士(農 学)の 学位 を授与す るのに値す るもの と認定 した。
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